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artus CMV TM PCR Kit

Do uzytku z systemami do wykrywania sekwencji ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT do

ilosciowego wykrywania DNA wirusa CMV w osoczu EDTA.

Uwaga; Zestawu artus CMV TM PCR Kit nie nalezy uzywaé w potgczeniu z aparatem
GeneAmp® 5700 SDS oraz ptytkg w formacie 384-dotkowym aparatu ABI PRISM 7900HT

SDS.

1. Spis tresci

Oznakowanie i zawartos¢

Nr art. 4503163

Nr art. 4503165

24 reakcje 96 reakcji
Niebieski CMV TM Master 2 x 12 reakcji 8 x 12 reakcji
Zolty CMV LC/RG/TM Mg-Sol® 1 x 600 pl 1x 600 pl
CMV LC/RG/TM QS 1° 1 %200 ul
Czerwony 1 x 10* Kopii/yl 1 x 200 pl X M
CMV LC/RG/TM QS 2° 1 x 200 ul
Czerwony 1 x 10° kopii/pl 1x200 pl H
CMV LC/RG/TM QS 3° 1 x 200 ul
Czerwony 1 x 102 kopii/pl 1 x200 pl H
CMV LC/RG/TM QS 4° 1 %200 ul
Czerwony 1 x 10* kopii/pl 1 x200 pl H
Zielony CMV TM IC® 1 x 1000 pl 2 %1000 pl
Bialy Woda (odpowiednia do PCR) 1 x 1000 pl 1 x1000 pl
Qs = wzorzec ilodciowy
IC = kontrola wewnetrzna
Mg-Sol = roztwér magnezu
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2. Przechowywanie

Skiadniki zestawu artus CMV TM PCR Kit nalezy przechowywaé¢ w temperaturze od —30°C
do -15°C, w ktdrej zachowujg stabilnos¢ az do terminu waznosci podanego na etykiecie.
Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>2x), poniewaz moze to doprowadzi¢
do obnizenia czutosci. Jesli skladniki bedg uzywane tylko sporadycznie, nalezy zamrozi¢ je
w porcjach. Czas przechowywania w temperaturze 4°C nie powinien przekraczac pigciu godzin.

3. Dodatkowe wymagane materiaty i sprzety

® Rekawiczki jednorazowe bezpudrowe

® Zestaw do izolacji DNA (patrz 8.2 Izolacja DNA)

® Pipety (z regulacjg)

® Jatowe koncowki do pipet z filtrami

® Wytrzgsarka

® Wirdwka laboratoryjna z rotorem dla proboéwek reakcyjnych o pojemnosci 2 ml
® Wiréwka z rotorem dla mikroptytek (opcjonalnie)

® 96-dotkowa(-e) ptytka reakcyjna/probowki reakcyjne do pomiaru optycznego z
odpowiednimi materiatami optycznymi do ich zamkniecia* (patrz 8.5
Przygotowywanie reakcji PCR)

® 96-dotkowy dwuczesciowy statyw do podtrzymywania uzytku z optycznymi probéwkami
reakcyjnymi (96-Well Tray/Retainer Set, nr kat. 403 081, Applied Biosystems), patrz 8.5
Przygotowywanie reakcji PCR)

® Podktadka kompresyjna do uzytku z optycznymi wieczkami adhezyjnymi (Optical Cover
Compression Pads, nr kat. 4 312 639, Applied Biosystems), patrz 8.5 Przygotowywanie
reakcji PCR.

* Uzycie probowek reakcyjnych z wypuktymi zatyczkami do analiz optycznych jest dozwolone tylko w potgczeniu z
aparatem ABI PRISM 7700 SDS i wymaga dostosowania czasu ekspozycji (patrz 8.6.2 Programowanie aparatu
ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Wazne ustawienia dodatkowe).
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® Aplikator do uszczelniania plytek reakcyjnych za pomoca optycznych wieczek
adhezyjnych (Adhesive Seal Applicator Kit, nr kat. 4 333 183, Applied Biosystems)

® Aparat ABI PRISM 7000 (wersja oprogramowania 1.0.1), 7700 (wersja
oprogramowania 1.9.1) lub 7900HT SDS (wersja oprogramowania 2.1)

Uwaga: Podczas uruchamiania aparatdow wymagana jest wazna kalibracja czystych
barwnikdéw (Pure Spectra Component File (Plik skltadowej — czyste widmo)) oraz tta
(Background Component File (Plik skladowej — tto)).

4. Ogodlne srodki ostroznosci

Uzytkownik zawsze powinien mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia:

o Uzywac jatowych koncowek do pipet z filtrami.

® Materialy pozytywne (probki, kontrole i amplikony) przechowywac i przeprowadzac
ich izolacje oddzielnie od innych odczynnikéw, a takze dodawac je do mieszaniny
reakcyjnej w osobnym miejscu.

® Przed rozpoczeciem oznaczenia catkowicie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki
w temperaturze pokojowe;j.

® Po rozmrozeniu wymieszac¢ sktadniki, a nastgpnie krétko odwirowac.

® Pracowac szybko, wykonujgc czynnosci na lodzie lub w bloku chtodzgcym.

5. Informacja o patogenie

Ludzki wirus cytomegalii (CMV) znajduje sie we krwi, tkankach i prawie wszystkich
wydzielinach zakazonych osob. Transmisja wirusa moze odbywaé sie drogg oralng,
kontaktow seksualnych, transfuzji krwi lub przeszczepienia organu, wewngtrzmacicznie lub
okotoporodowo. Zakazenie wirusem CMV czesto prowadzi do bezobjawowego zakazenia
i utrzymywania sie wirusa w organizmie do konca zycia.
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W przypadku wystgpienia objawdw zakazenia u nastolatkéw lub dorostych, przypominajg one
mononukleoze z gorgczka, miernie nasilonymi objawami zapalenia watroby oraz ogdlnego
ostabienia. Ciezki przebieg zakazenia wirusem CMV zaobserwowano zwlaszcza
u noworodkéw zakazonych wewnatrzmacicznie oraz u pacjentéw z niedoborami odpornosci.

6. Zasada reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Wykrywanie patogenu za pomocg fancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain
reaction, PCR) opiera sie na amplifikacji okreslonych rejonéw genomu patogenu.
W przypadku reakcji PCR w czasie rzeczywistym zamplifikowany produkt jest wykrywany
przy uzyciu barwnikdow fluorescencyjnych. Zwykle sg one przytagczone do sond
oligonukleotydowych, ktére wigzag sie swoiscie ze zamplifikowanym produktem.
Monitorowanie natezenia fluorescencji podczas przebiegu reakcji PCR (tzn. w czasie
rzeczywistym) umozliwia wykrycie i oznaczenie iloSciowe gromadzgcego si¢ produktu bez
koniecznosci otwierania probdwek po zakonczeniu reakcji PCR (Mackay, 2004).

7. Opis produktu

Zestaw artus CMV TM PCR Kit jest gotowym do uzycia systemem przeznaczonym do
wykrywania DNA wirusa CMV za pomocg fancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w systemach
do wykrywania sekwencji ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT. Mieszanina CMV TM Master
zawiera odczynniki i enzymy do swoistej amplifikacji regionu o dtugosci 105 bp (base pairs —
par zasad) genomu wirusa CMV. Amplikon jest wykrywany poprzez pomiar fluorescencii
barwnika FAM™ w aparacie ABI PRISM SDS. Ponadto zestaw artus CMV TM PCR Kit zawiera
drugi, heterologiczny system amplifikacji, stuzgcy do wykrywania potencjalnej inhibicji reakc;ji
PCR. Wykrywa sie jg dzieki kontroli wewnetrznej (Internal Control, IC) poprzez pomiar
fluorescencji barwnika VIC®/JOE™. Granica wykrywalnosci testu analitycznego PCR pod
katem wirusa CMV (patrz 11.1 Modut analityczny) nie ulega obnizeniu. Dostarczone
zewnetrzne kontrole pozytywne (CMV LC/RG/TM QS 1-—4) umozliwiajg okreslenie miana
patogenu. Dalsze informacje zawiera sekcja 8.4 Oznaczenie iloSciowe.
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Uwaga: Profil temperaturowy uzywany w celu wykrywania wirusa cytomegalii za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit odpowiada profilowi dla zestawu artus EBV TM PCR Kit i artus HSV-
1/2 TM PCR Kit. Z tego wzgledu testy PCR zawarte w tych systemach artus mozna wykonywac i
analizowa¢ podczas jednego programu reakgji. Zalecenia dotyczace analizy wynikow reakcji PCR
znajdujg sie w rozdziatach 8.4 Oznaczenie ilosciowe i 9. Analiza danych.

8. Protokét

8.1 Przed analiza: Pobieranie, przechowywanie i transportowanie
prébek

Srodek ostroznosci: Wszystkie probki nalezy traktowaé jako materiaty potencjalnie zakazne.

Uwaga: Aktualne badania wskazujg, ze najlepszym materialem probki do wykrywania
wirusa CMV jest osocze EDTA lub osocze cytrynianowe. Z tego wzgledu zalecamy
uzywanie tych materiatéw z zestawem artus CMV TM PCR Kit.

Zestaw artus CMV TM PCR Kit zwalidowano za pomocg probek ludzkiego osocza EDTA. Nie
zwalidowano innych materiatéw probek. Do przygotowania prébek nalezy uzywaé wytgcznie
zalecanych zestawow do izolacji kwasow nukleinowych (patrz 8.2 Izolacja DNA).

W przypadku stosowania okreslonych materiatow probek nalezy $Scisle przestrzegaé
instrukcji dotyczgcych pobierania, transportowania i przechowywania probek.

8.1.1 Pobieranie probek

Kazde pobranie krwi powoduje uszkodzenie naczyh krwionosnych (tetnic, zyt, naczyh
wiosowatych). Nalezy korzystaé tylko z niezakaznych i jatowych materiatéw. Do pobierania
krwi dostepne sg odpowiednie materiaty jednorazowego uzytku. Do naktucia zyty nie
nalezy uzywac zbyt cienkich igiet. Krew zylng nalezy pobiera¢ z odpowiednich miejsc
w rejonie zgiecia tokciowego, przedramienia lub grzbietu reki. Krew nalezy pobieraé¢ do
standardowych probéwek do pobierania krwi (z czerwong zatyczka, firmy Sarstedt lub
odpowiednik innego producenta). Nalezy pobra¢ 5-10 ml krwi EDTA. Probdéwki nalezy
wymieszaé, obracajac je bezposrednio po pobraniu krwi (8x, nie wstrzgsac).
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Uwaga: Nie nalezy uzywac¢ probek pobranych od pacjentéw leczonych heparyng (patrz
8.1.4  Substancje interferujace).

8.1.2 Przechowywanie probek

Probki krwi petnej nalezy rozdzielic na osocze oraz frakcje komdérkowg, odwirowujgc je
przez 20 minut przy 800-1600 x g w ciggu szesciu godzin. Oddzielone osocze nalezy
przenies¢ do jatowych prébek polipropylenowych. Rutynowe mrozenie prébek lub

przechowywanie ich przez diuzszy czas moze zmniejszy¢ czuto$¢ oznaczenia.

8.1.3 Transportowanie prébek

Reguig jest transportowanie materiatu probki w pojemniku transportowym odpornym na
rozbicie. W ten sposéb mozna zapobiec potencjalnemu niebezpieczenstwu zakazenia
spowodowanego wyciekiem prébki. Prébki nalezy transportowaé zgodnie z lokalnymi

i krajowymi przepisami prawa dotyczacymi transportu materiatu zakaznego.*

Prébki nalezy przetransportowa¢ w ciggu szesciu godzin. Nie zaleca sie przechowywania
prébek w miejscu, gdzie zostaty pobrane. Mozna przesyta¢ probki poczta, pod warunkiem
przestrzegania przepisow prawa dotyczacych transportu materialu zakaznego. Zaleca sie
przesytanie probek kurierem. Probki krwi nalezy transportowaé schiodzone (od 2°C do
8°C), a oddzielone osocze — gteboko zamrozone (-20°C).

8.1.4 Substancje interferujgce

Podwyzszone stezenie bilirubiny (<4,5 mg/dl), lipidow (<1100 mg/dl) oraz prébki
hemolityczne nie majg wptywu na dziatanie uktadu analitycznego wykrywajgcego wirusa
CMV. Heparyna wplywa na reakcje PCR. Nie nalezy uzywac¢ prébek pobranych do
probdéwek zawierajgcych heparyne jako antykoagulant. Nie nalezy rowniez korzystac
z probek pobranych od pacjentéw leczonych heparyna.

* International Air Transport Association. Dangerous Goods Regulations, 41st Edition, 2000.704.
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8.2 lzolacja DNA

Do izolacji DNA wirusa CMV zalecane jest uzywanie nastepujacego zestawu do izolacji:

Zestaw do izolacji kwasow

Materiat prébki nukleinowych

Numer katalogowy Producent Nosnik RNA

Osocze EDTA QlAamp® DSP Virus Kit (50) 60704 QIAGEN dotgczony

® Uzycie nosnika RNA ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci ekstrakgc;ji i, co za tym
idzie, dla uzysku DNA/RNA. Aby zwiekszy¢ stabilno$¢ nosnika RNA dostarczonego
z zestawem QIAamp DSP Virus Kit, zalecamy postepowanie zgodnie z instrukcjami
przechowywania i postepowania z no$nikiem RNA (patrz sekcja ,Przygotowanie
odczynnikow i buforow” w dokumencie QIlAamp DSP Virus Kit — Instrukcja obstugi).

® Zestaw do izolacji zawiera bufory ptuczace, w ktorych sklad wchodzi etanol. Przed
elucjg nalezy upewnic sig, ze wykonano dodatkowy etap wirowania (3 minuty,
13 000 rpm) w celu usuniecia wszelkich pozostatosci etanolu. Zapobiega to
potencjalnej inhibicji reakcji PCR.

Wazne: Kontroli wewnetrznej zestawu artus CMV TM PCR Kit mozna uzywac
bezposrednio w procedurze izolacji. Nalezy upewni¢ sige, ze w procedurze izolacji
uwzgledniono jedng negatywng probke osocza. Sygnat otrzymany dla kontroli wewnetrznej
jest podstawg do oceny izolacji (patrz 8.3  Kontrola wewnetrzna).

8.3  Kontrola wewnetrzna

Dostarczana jest kontrola wewnetrzna (CMV TMIC). Dzigki temu uzytkownik moze
kontrolowaé¢ procedure izolacji DNA i sprawdzaé przebieg reakcji PCR pod katem
potencjalnej inhibicji (patrz Ryc. 1). W tym celu nalezy dodaé kontrole wewnetrzng do
procedury izolacji w stosunku 0,1 pl na 1 pl objetosci elucji.
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Na przyktad w przypadku korzystania z zestawu QlAamp DSP Virus Kit proces elucji DNA
zachodzi w 60 pl buforu AE. Z tego wzgledu nalezy dodac¢ 6 ul kontroli wewnetrznej. 1lo$¢
uzywanej kontroli wewnetrznej zalezy wylacznie od objetosci elucji.

Kontrole wewnetrzng i no$nik RNA (patrz 8.2 Izolacja DNA) nalezy dodawac
wytgcznie:

e do mieszaniny buforu do lizy i materiatu probki lub;

® bezposrednio do buforu do lizy.

Kontroli wewnetrznej nie wolno dodawac bezposrednio do materiatu probki. W przypadku
dodawania kontroli wewnetrznej do buforu do lizy nalezy zauwazy¢, ze mieszaning kontroli
wewnetrznej i buforu do lizy/nosnika RNA nalezy przygotowa¢ na $wiezo i niezwtocznie
uzy¢ (przechowywanie mieszaniny w temperaturze pokojowej lub w lodéwce przez
zaledwie kilka godzin moze doprowadzi¢ do nieprawidlowego dziatania kontroli
wewnetrznej i obnizenia wydajnosci ekstrakcji). Nie dodawac¢ kontroli wewnetrznej
i nosnika RNA bezposrednio do materiatu prébki.

Aby mozna bylo uznac¢ proces izolacji za pomyslny, warto$¢ Ct kontroli wewnetrznej prébki
negatywnego osocza, ktérg przetworzono w procesie oczyszczania (QlAamp DSP Virus
Kit) w aparacie ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS musi miesci¢ si¢ w zakresie
wartosci Ct 25,3-31,3 (prég dla aparatu ABI PRISM 7000: 0,2, dla aparatu ABI PRISM
7700 i aparatu 7900HT SDS: 0,2). Okreslony rozrzut wynika z réznic miedzy aparatami
oraz procesami oczyszczania. Wigksze odchylenie wskazuje na problem z oczyszczeniem.
W takim przypadku nalezy sprawdzi¢ poziom oczyszczenia i, w razie koniecznosci,
zwalidowa¢ go po raz drugi. W razie jakichkolwiek pytan lub napotkania probleméw nalezy
skontaktowac sie z serwisem technicznym.

Opcjonalnie kontroli wewnetrznej mozna uzy¢ wytacznie do kontroli przebiegu reakcji PCR
pod katem potencjalnej inhibicji (patrz Ryc. 2). W tym celu nalezy doda¢ 2 ul kontroli
wewnetrznej oraz 5 pl odczynnika CMV LC/RG/TM Mg-Sol na reakcje bezposrednio do 25 pl
mieszaniny CMV TM Master. Na kazdg reakcje PCR uzy¢ 30 pl mieszaniny Master Mix
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przygotowanej zgodnie z powyzszymi informacjami* i doda¢ 20 pl oczyszczonej probki. W
przypadku przygotowywania reakcji PCR dla wielu prébek, nalezy zwiekszy¢ objetosé
mieszaniny CMV TM Master, odczynnika CMV LC/RG/TM Mg-Sol i kontroli wewnetrznej
odpowiednio do liczby probek (patrz 8.5 Przygotowywanie reakcji PCR).

8.4 Oznaczenie ilosciowe

Dostarczone wzorce ilosciowe (CMV LC/RG/TM QS 1 - 4) sg traktowane jak wczesniej
oczyszczone probki. Stosuje sie rowniez te samg objetosé (20 pl). Aby wyznaczy¢ krzywa
wzorcowg w systemie do wykrywania sekwencji ABI PRISM, nalezy uzy¢ wszystkich
czterech wzorcow ilosciowych i zdefiniowa¢ je jako wzorce o okreslonych stezeniach
zgodnie ze specyfikacjami (patrz 8.6 Programowanie aparatu ABI PRISM SDS).
W przypadku korzystania z oprogramowania ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS nie
jest mozliwy import krzywych wzorcowych z poprzednich programéw reakgiji.

Jesli do reakcji PCR wiaczono wiecej niz jeden system herpes artus, te rézne systemy
nalezy analizowa¢ osobno za pomocg odpowiednich wzorcéw ilosciowych.

Uwaga: W celu zagwarantowania dokladnego oznaczenia ilosciowego zdecydowanie
zalecane jest dodanie odpowiedniej ilosci kontroli wewnetrznej do mieszaniny Master Mix
uzywanej do wzorcow ilosciowych. W tym celu nalezy doda¢ 2 ul kontroli wewnetrznej do
kazdego wzorca ilosciowego (CMV LC/RG/TMQS1 — CMV LC/RG/TMQS4) i 5l
odczynnika CMV LC/RG/TM Mg-Sol bezposrednio do mieszaniny 25 yl CMV TM Master —
schematyczny przeglad, patrz Ryc. 2. Ten schemat pipetowania ma zastosowanie do
wzorcow ilosciowych wirusa CMV oraz niezaleznie od liczby uzywanych wzorcow
ilosciowych.

Wzorce ilosciowe sg zdefiniowane jako kopie/ul. Aby przeksztatci¢ wartosci wyznaczone

z krzywej wzorcowej na kopie/ml materiatu probki, nalezy skorzystac¢ z ponizszego wzoru:

* Wzrost objeto$ci spowodowany dodaniem kontroli wewnetrznej jest pomijany podczas przygotowania testu PCR.
Nie obniza to czutosci systemu detekcji.
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Wynik (kopie/ul) x Objetos¢ elucji (ul)

Wynik (kopie/ml) =

Objetos¢ prébki (ml)

Zasadg jest wstawienie poczatkowej objetosci probki do powyzszego wzoru. Nalezy tak
postgpic, jesli przed ekstrakcjg kwasu nukleinowego zmianie ulegta objetosé probki (np.
zmniejszyta sie w wyniku odwirowania lub zwigekszyta sie w wyniku uzupetnienia do
objetosci wymaganej do izolacji).

Wazne: Wytyczne dotyczgce analizy ilosciowej systeméw artus w aparatach ABI PRISM
7000 SDS sa dostepne pod adresem www.qiagen.com.

8.5  Przygotowywanie reakcji PCR

Przygotowa¢ wymagang liczbe probéwek reakcyjnych lub 96-dotkowg plytke reakcyjng na
zaplanowane reakcje. W ponizszej tabeli wymieniono zalecane materiaty:

Numer Statyw do Podktadka

Artykut Opis katalogowy Producent podtrzymywania  kompresyjna
96-dotkowa optyczna 96 Well Optical Applied . _

ka reakcyjna Reaction Plate 4306 737 Biosystems nie
piyt Vi 3%
Optyczne wieczka Optical Adhesive 4311971 Applied _ tak
adhezyjne Covers Biosystems
Optyczne probowki ABI PRISM Optical Applied _
reakcyjne Tubes, 8 Tubes/Strip 4316 567 Biosystems tak
Optyczne probowki MicroAmp® Optical N8010933 Applied - _
reakcyjne Tubes Biosystems

" Numer Statyw do Podktadka
Artykut Opis katalogowy Producent podtrzymywania kompresyjna
96-dotkowa optyczna 96 Well Optical Applied . _
ptytka reakcyjna Reaction Plate & 80 T Biosystems nie
Yl Y
Optyczne wieczka Optical Adhesive 4311 971 Applied _ tak
adhezyjne Covers Biosystems
Optyczne probowki ABI PRISM Optical Applied _
reakcyjne Tubes, 8 Tubes/Strip e Biosystems g
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Uwaga: Uzycie probowek reakcyjnych z wypuktymi zatyczkami do analiz optycznych jest
dozwolone tylko w potagczeniu z aparatem ABI PRISM 7700 SDS i wymaga dostosowania
czasu ekspozycji (patrz 8.6.2 Programowanie aparatu ABI PRISM 7700 SDS,
8.6.2.5 Wazne ustawienia dodatkowe).

Podczas przygotowywania reakcji PCR nalezy upewnic sig, ze réwnolegle w reakcji PCR
wykonywana jest analiza co najmniej jednego wzorca iloSciowego, a takze jednej kontroli
negatywnej (woda odpowiednia do PCR). Aby wyznaczy¢ krzywg wzorcowg, do kazdej
reakcji PCR nalezy uzywac¢ wszystkich dostarczonych wzorcéw ilosciowych

(CMV LC/RG/ITM QS 1 - 4).

Uwaga: W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej zdecydowanie zalecane jest dodanie
odpowiedniej ilosci kontroli wewnetrznej do mieszaniny Master Mix uzywanej do wzorcow
ilosciowych (patrz 8.4 Oznaczenie ilosciowe). Przed rozpoczeciem catkowicie
rozmrozi¢, wymieszac (kilka razy pipetujgc w gore i w dot lub szybko wytrzgsajgc) i krotko

odwirowaé wszystkie odczynniki.

Jesli kontrola wewnetrzna ma by¢é uzywana do monitorowania procedury izolacji DNA
i sprawdzania przebiegu reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji, zostata juz
dodana do procedury izolacji (patrz 8.3 Kontrola wewnetrzna). W takim przypadku
nalezy korzysta¢ z ponizszego schematu pipetowania (schematyczny przeglad, patrz
Ryc. 1):
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Liczba probek 1 12
1. Przygotowanie CMV TM Master 25 ul 300 pl
mieszaniny Master Mix
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVTMIC oul oul
taczna objetos¢ 30l 360 pl
2. Przygotowanie Mieszanina Master Mix 30 ul 30 pl na kazda
reakcji PCR }
Prébka 20 ul 20 pl na kazdg
Laczna objetosé 50 pl 50 pl na kazda

Jesli kontrola wewnetrzna ma byé uzywana wytacznie do sprawdzania przebiegu

reakcji PCR pod katem inhibicji, nalezy jg doda¢ bezposrednio do mieszaniny

CMV TM Master. W takim przypadku nalezy

pipetowania (schematyczny przeglad, patrz Ryc. 2):

korzysta¢ z ponizszego schematu

Liczba probek 1 12
1. Przygotowanie CMV TM Master 25 ul 300 pl
mieszaniny Master Mix
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVTMIC 2u 24 pl
taczna objetos¢ 32 pl* 384l
2. Przygotowanie Mieszanina Master Mix 30 pl 30 pl na kazda
reakcji PCR
Prébka/CMV LC/RG/TM QS 1-4 20 l 20 pl na kazda
Laczna objetosé 50 pl 50 pl na kazda

* Wzrost objetosci spowodowany dodaniem kontroli wewnetrznej jest pomijany podczas przygotowania testu PCR.

Nie obniza to czutosci systemu detekcji.

artus CMV TM PCR Kit — Instrukcja obstugi  11/2018
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Za pomocg pipety przenies¢ 30 pl mieszaniny Master Mix do kazdej uzywanej probowki
reakcyjnej lub studzienki 96-dotkowej ptytki reakcyjnej. Nastepnie doda¢ po 20 pl eluatu
otrzymanego po izolacji DNA. Dobrze wymieszaé roztwér, kilka razy pipetujac w gore i w
dot. Zamkng¢ probdéwki reakcyjne odpowiednimi zatyczkami lub w przypadku uzywania
96-dotkowej ptytki reakcyjnej optycznymi wieczkami adhezyjnymi (Optical Adhesive).
Odwirowa¢ probowki reakcyjne (w statywie do przechowywania probéwek PCR) lub
96-dotkowg plytke reakcyjng w wirdwce z rotorem dla mikroptytek przez 30 sekund przy
1780 x g (4000 rpm) w celu zebrania przygotowanej objetosci reakcyjnej na dnie probdwki
lub studzienki. Jesli taka wirébwka nie jest dostepna, nalezy upewnic sig¢, ze mieszanina
Master Mix oraz objeto$¢ probki zostanie przeniesiona za pomoca pipety na dno probowek
lub studzienek. Przygotowane reakcje przechowywaé w temperaturze +4°C do czasu
zaprogramowania aparatu ABI PRISM SDS (patrz 8.6 Programowanie  aparatu
ABI PRISM SDS), a nastepnie przenies¢ je do aparatu.

Uwaga: W przypadku uzywania optycznych probéwek reakcyjnych z optycznymi
zatyczkami (96-Well Tray/Retainer Set) nalezy zawsze wlozy¢ statyw do podtrzymywania
(ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS). W przypadku uzywania dwuczesciowego statywu
do podtrzymywania podczas wktadania i wyciggania probowek reakcyjnych ze statywu
konieczne jest ich otwarcie. W celu unikniecia zanieczyszczenia podczas tej procedury

nalezy uzywac wytgcznie dolnej czesci statywu do podtrzymywania.

W przypadku korzystania z 96-dotkowych optycznych ptytek reakcyjnych w potgczeniu
z optycznymi  wieczkami adhezyjnymi konieczne jest przykrycie piytki podkitadkag

kompresyjng (Optical Cover Compression Pads).
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Dodanie kontroli wewnetrznej do procedury oczyszczania

s
NS

~
~

Ryc. 1: Diagram przeptywu kontroli procedury oczyszczania oraz przebiegu reakcji PCR pod katem
inhibicji.

*Nalezy upewnic¢ sig, ze roztwory zostaty catkowicie rozmrozone, dobrze wymieszane i krétko odwirowane.
y y
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Dodanie kontroli wewnetrznej do mieszaniny artus Master

Ryc. 2: Diagram przeptywu kontroli przebiegu reakcji PCR pod katem inhibicji.

*Nalezy upewnic sig, ze roztwory zostaty catkowicie rozmrozone, dobrze
wymieszane i krétko odwirowane.

18
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8.6  Programowanie aparatu ABI PRISM SDS

Przed rozpoczeciem reakcji PCR wymagane jest wprowadzenie dodatkowych informacji do
programowania systeméw do wykrywania sekwencji ABIPRISM 7000, 7700, i 7900HT
(Sequence Detection Systems, SDS). Procedury programowania aparatéw réznig sie jednak
w zalezno$ci od aparatu. Z tego wzgledu przedstawiono je w odrebnych rozdziatach.

8.6.1 Programowanie aparatu ABI PRISM 7000 SDS

W celu wykrywania DNA wirusa CMV nalezy utworzy¢ profil w aparacie ABI PRISM 7000 SDS,
wykonujac szes¢ ponizszych krokow (8.6.1.1 —8.6.1.6). Cata specyfikacja odnosi sie do
oprogramowania ABI PRISM 7000 SDS w wersji 1.0.1. Szczegdtowe informacje na temat
programowania aparatu ABI PRISM 7000 SDS zawiera dokument ABI PRISM 7000 SDS —
Instrukcja obstugi. Aby zwiekszy¢ przejrzystosé rycin, ustawienia oprogramowania otoczono
gruba, czarng ramka.

8.6.1.1 Ustawienia wstepne w celu utworzenia nowej reakcji PCR

Wybra¢ pozycije New (Nowy) z menu File (Plik) w aparacie ABI PRISM 7000 SDS
i zaprogramowac¢ nastepujgce ustawienia wstepne dla nowego dokumentu (patrz Ryc. 3).
Szablon zapasowy (SDS Template (Szablon SDS) [*.sdt]) jest dostepny na liscie Template
(Szablon). Mozna go takze wybra¢ za pomoca funkcji Browse (Przegladaj) (patrz
8.6.1.5 Zapisywanie reakcji PCR). Potwierdzi¢ ustawienia wstepne (OK).

=
Assay: IAbsqule Quantitation l‘
Container: [g6:Well Clear -1
Template : IBIankDocument E

Browse ...

2
I OK I Cancel |

Ryc. 3: Ustawienia wstepne w celu utworzenia nowej reakcji PCR (New Document (Nowy dokument)).
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8.6.1.2 Tworzenie/wybieranie detektorow

Za pomocg podmenu Detector Manager (Menedzer detektoréw) wybranego z menu Tools
(Narzedzia) nalezy przypisa¢ odpowiednie barwniki wykrywane przez detektor do pliku. W celu
wykrywania DNA wirusa CMV oraz kontroli wewnetrznej za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit nalezy zdefiniowa¢ barwniki reporterowe i wygaszajgce wymienione
w ponizszej tabeli:

Wykrywanie Reporter (Barwnik reporterowy) Quencher (Barwnik wygaszajacy)
DNA wirusa CMV FAM none (brak)
Kontrola wewnetrzna (CMV TM IC)  VIC none (brak)

W celu utworzenia tych detektoréw nalezy wybra¢ opcje File (Plik) (w lewym dolnym rogu
okna Detector Manager (Menedzer detektoréw)), a nastepnie opcje New (Nowy).

T oo X
Name: |artus CMV Name: [artus CMV IC
1 Description: [artus CMV TM PCR Kit Description: [artus CMV TM PCR Ka
s
N 1
Reporter Dye: FAM v Reporter Dye: |VIC 2
Quencher Dye: |(none) v JQuencher Dye: | (none) -
Colox . Color: g
Notes: Notes:

2 ] ~ 2
Create Ancther | [ Cancel | Create Another | 0K Cancel |

Ryc. 4: Tworzenie detektora swoistego Ryc. 5: Tworzenie detektora swoistego dla
dla wirusa CMV (Detector kontroli wewnetrznej (Detector
Manager (Menedzer detektoréw)). Manager (Menedzer detektorow)).

W celu wykrycia DNA wirusa CMV nalezy zdefiniowa¢ kombinacje barwnika
reporterowego/wygaszajacego jako FAM/none (FAM/brak) w nowym oknie. W celu wykrycia
kontroli wewnetrznej nalezy wybra¢ kombinacje VIC/none (VIC/brak) (co przedstawiono na
Ryc. 4 i Ryc.5). Po potwierdzeniu danych wejsciowych (OK) nastepuje powr6t do okna
Detector Manager(Menedzer detektoréw). Zaznaczy¢é nowo utworzone detektory i przenies¢ je
do okna Well Inspector (Kontroler dotkéw), klikajac opcje Add to Plate Document (Dodaj do
dokumentu ptytki) (patrz Ryc. 6). Zamknag¢ okno (Done (Gotowe)).
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Detector Manager J “ ﬁl

[~ Detector List

Find: [ jj

Detector Hame | Description ] Reporter |Quencher| Color Hotes
artus CMY artus CMY TM PCR Kit FAM (none)

artus CMV IC artus CMV TM PCR Kit VIC (none)

< | »

Fie | [ AddToPiate Documert }

13

Ryc. 6: Wybor detektoréw (Detector Manager (Menedzer detektorow))

8.6.1.3 Przypisywanie wymaganych informacji do pozycji na ptytkach

Otworzy¢ okno Well Inspector (Kontroler dotkéw) z menu View (Wyswietl), aby odszukaé
detektory wybrane w kroku 8.6.1.2 (patrz Ryc. 7).

wWell Inspector B X

Wellis): B3

Sample Name: |QS1

Detector
artus CMY
|artus CMY IC

2
4

Standard

[~ OmitWwell -
Passive Reference:

Add Detector... Remove ROX

Ryc. 7: Przypisywanie wymaganych informacji do pozycji na ptytkach (Well Inspector (Kontroler dotkéw)).

Oznaczy¢ pozycje na ptytce, w ktorych bedzie wykrywane DNA wirusa CMV. Przypisac
wybrane detektory do tych pozycji, wigczajgc opcje Use (Uzyj) dla obu detektorow —
w polu pojawi sie symbol zaznaczenia. W celu nazwania kazdej pojedynczej reakcji nalezy
wybraé¢ odpowiednig pozycje na ptytce, a nastepnie wprowadzi¢ nazwe (Sample Name
(Nazwa probki)). Nalezy zauwazyé¢, ze przygotowane reakcje, ktére majg takg samg nazwe
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Sample Name (Nazwa proébki) oraz identyczne przypisane detektory, bedg identyfikowane
przez oprogramowanie jako powtlrzenia, a otrzymane dla nich wyniki oznaczonego
ilosciowo miana patogenu zostang usrednione. Nastepnie nalezy wybra¢ odpowiednig
funkcje (Task (Zadanie)) dla kazdego typu prébki zgodnie z ponizszg tabela:

T r6bki Funkcja Stezenie Reporter (Barwnik  Quencher (Barwnik
wP (Task (Zadanie)) (Quantity (los¢))  reporterowy) wygaszajacy)
Prébka Unknown (Nieznana) — — FAM none (brak)
Kontrola bez szablonu ~ NTC - FAM none (brak)
Standard (Wzorzec) Standard (Wzorzec) patrz 1. Spis tresci  FAM none (brak)

Aby wyznaczy¢é krzywg wzorcowg, do kazdej reakcji PCR nalezy uzywaé wszystkich
dostarczonych wzorcow ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) oraz wprowadzi¢ stezenia
(patrz 1. Spis tresci) odpowiadajgce kazdemu wzorcowi (Quantity (llos¢)). Nalezy
zauwazy¢, ze w przypadku wykonywania reakcji PCR za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit, nalezy ustawi¢ barwnik ROX™ jako referencyjny barwnik pasywny
(Passive Reference (Referencyjny pasywny)). Réwnomierna dystrybucja barwnika ROX
we wszystkich przygotowanych reakcjach PCR danej serii poprzez wymieszanie
mieszaniny CMV TM Master gwarantuje rozpoznanie i obliczenie zmiennosci miedzy
probkami (réznice fluorescencji miedzy wieloma przygotowanymi reakcjami PCR) za
pomocg oprogramowania wykrywajgcego sekwencje (normalizacja).

8.6.1.4 Tworzenie profilu temperaturowego

W celu utworzenia profilu temperaturowego nalezy przejs¢ z poziomu Setup (Konfiguracja) do
poziomu Instrument (Aparat) w oprogramowaniu. Wprowadzi¢ profil temperaturowy swoisty dla
wykrywania DNA wirusa CMV zgodnie z Ryc. 8. W celu usuniecia etapu 50°C zapisanego
w ustawieniach wstepnych nalezy klikngé ten etap lewym przyciskiem myszy, przytrzymujac
jednoczesnie klawisz Shift, i usung¢ go naciskajgc przycisk Backspace. Upewni¢ sie, ze
objetos¢ reakcji jest ustawiona na 50 pl. Opcja 9600 Emulation (Emulacja 9600) powinna byé
aktywna, a ustawienia wstepne opcji Auto Increment (Przyrost automatyczny) powinny
pozostac niezmienione (Auto Increment (Przyrost automatyczny): 0,0°C; 0,0 sekund).
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- Thermal Cycler Protocol-

Thermal Profile I Auto Increment l

Stage 1 Stage 2
Reps:{i | Reps:s |
E5.0 a5.0 I 1
10:00 0:15 I
50 |
Add Cycle | AddHold | Add Step [ [Samele Volume [50 (ul) 2

™ Dissociation Protocol Im o C

IW 9600 Emulation : 3

Ryc. 8: Tworzenie profilu temperaturowego.

8.6.1.5 Zapisywanie reakcji PCR

Zapisac ustawienia (Setup (Konfiguracja)) jako szablon w celu wykorzystania go pozniej
w zmodyfikowanej lub niezmienionej formie. Po zapisaniu ustawien jako szablon
SDS Template (Szablon SDS) (*.sdt) w katalogu Template Directory (Katalog szablondw)
(Dysk lokalny [C:]\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates utworzony przez firme
Applied Biosystems) plik ten mozna wybra¢ bezposrednio w oknie New Document (Nowy
dokument) z listy rozwijane] Template (Szablon). Kopie przechowywane w innych
folderach mozna otworzy¢ za pomoca opcji Browse (Przegladaj). Przed uruchomieniem
reakcji PCR nalezy ponownie zapisac¢ jg jako dokument SDS Document (Dokument SDS)
(*.sds), aby zagwarantowac¢ zapisanie danych, ktére bedg zbierane podczas reakcji PCR.

8.6.1.6 Uruchamianie reakcji PCR

Uruchomié¢ reakcje PCR, wybierajac opcje Start (Rozpocznij) z pozycji menu Instrument
(Aparat) lub klikajgc pole Start (Rozpocznij) ha poziomie Instrument (Aparat).
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8.6.2 Programowanie aparatu ABI PRISM 7700 SDS

W celu wykrywania DNA wirusa CMV nalezy utworzy¢ profil w aparacie ABI PRISM 7700 SDS,
wykonujac siedem ponizszych krokéw (8.6.2.1-8.6.2.7). Cata specyfikacja odnosi sie do
oprogramowania ABI PRISM 7700 SDS w wersji 1.9.1. Szczegdtowe informacje na temat
programowania aparatu ABI PRISM 7700 SDS zawiera dokument ABI PRISM 7700 SDS —
Podrecznik uzytkownika. Aby zwiekszyC przejrzystos¢ rycin, ustawienia oprogramowania

otoczono grubg, czarng ramka.

8.6.2.1 Ustawienia wstepne w celu utworzenia nowej reakcji PCR

Wybra¢ pozycje New Plate (Nowa plytka) z menu File (Plik) w aparacie ABI PRISM 7700 SDS
i zaprogramowa¢ nastepujgce ustawienia wstepne dla nowego dokumentu (patrz Ryc. 9).

Potwierdzi¢ ustawienia wstepne (OK).

New Plate
Plate Type: [ Single Reporter =]
—Data Acquisition 1

Plate Format: [ Standard Plate 3|

Run: Real Time 4

T | o o:

Ryc. 9: Ustawienia wstepne w celu utworzenia nowej reakcji PCR (New Plate (Nowa ptytka)).

24 artus CMV TM PCR Kit — Instrukcja obstugi  11/2018



8.6.2.2 Wybor barwnikéw fluorescencyjnych oraz przypisywanie typu prébki

Za pomocg opcji Sample Type Setup (Konfiguracja typu prébki) (poziom Setup
(Konfiguracja): Sample Type (Typ prébki)/Sample Type Setup (Konfiguracja typu probki))
przypisa¢ odpowiednie barwniki wykrywane przez detektor oraz odpowiedni typ prébki do
pliku. W celu wykrywania DNA wirusa CMV oraz kontroli wewnetrznej za pomoca zestawu
artus CMV TM PCR Kit nalezy zdefiniowa¢ barwniki reporterowe i wygaszajgce
wymienione w ponizszej tabeli:

Wykrywanie Reporter (Barwnik reporterowy) Quencher (Barwnik wygaszajgcy)
DNA wirusa CMV FAM none (brak)
Kontrola wewnetrzna (CMV TM IC)  JOE none (brak)

W celu analizy DNA wirusa CMV za pomocag zestawu artus CMV TM PCR Kit nalezy
wybra¢ barwnik reporterowy FAM zgodnie z informacjami podanymi w tabeli. Ma to
zastosowanie do wzorcéw (STND) i probek (UNKN), a takze kontroli bez szablonu
(UNKN). W celu analizy kontroli wewnetrznej (IPC+) nalezy zdefiniowa¢ barwnik JOE jako
barwnik reporterowy. Dla barwnika wygaszajgcego nalezy wybraé opcje ,none” (brak).
Przypisanie barwnikow i typow probek w oknie Sample Type Setup (Konfiguracja typu
prébki) przedstawiono na Ryc. 10.

=Sample Type Setup=———————

Acronym Name Color Rezorter

[Pc+ | [internal Positive J[ ] (woe z =

STND | [Standard | (Fam Bl — 1

UNKN | [Unknown [ (FamM [i4)

UNKN | [No Template Control  |[ | (FaM =] :
Reference B Quencher 2
ROX None 2

——

Ryc. 10: Wybor barwnikéw fluorescencyjnych i przypisanie typow prébek (Sample Type Setup (Konfiguracja
typu probki)).
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Przypisac typ prébki do odpowiedniej funkcji (Acronym (Skrot)) zgodnie z ponizszg tabela:

Typ prébki Funkcja ) SteZenje - Reporter (Barwnik Quenchgr (Barwnik
(Acronym (Skrét))  (Quantity (llos¢)) reporterowy) wygaszajgcy)
Prébka UNKN - FAM none (brak)
Kontrola bez szablonu ~ UNKN - FAM none (brak)
Standard (Wzorzec) STND Patrz 1. Spis tresci FAM none (brak)

8.6.2.3 Przypisywanie wymaganych informacji do pozycji na ptytkach

W celu przypisania detektorow i typow probek do poszczegdlnych pozycji na ptytce nalezy
zaznaczy¢ odpowiednie pola. Nastepnie otworzy¢ okno dialogowe Dye Layer (Warstwa
barwnika) na poziomie Setup (Konfiguracja) i przypisa¢ odpowiedni barwnik reporterowy.
Po otwarciu wyskakujacego okna Sample Type (Typ probki) na liscie widoczne sg typy
prébek przypisane do barwnika reporterowego w oknie Sample Type Setup (Konfiguracja
typu probki) (patrz Ryc. 11). Wybra¢ odpowiedni typ prébki (patrz tabela pod 8.6.2.2),
a nastepnie przypisa¢ pozostate pozycje na ptytce za pomocg menu Dye Layers (Warstwy
barwnika) i Sample Type (Typ probki). W polu Sample Name (Nazwa probki) mozna
przypisa¢ nazwe do kazdej probki. Wyniki oznaczonego ilosciowo miana patogenu
otrzymane dla pol zdefiniowanych jako Replicates (Powtorzenia) (wprowadzenie nazwy
prébki referencyjnej do kolumny Replicate (Powtérzenie)) sg usredniane przez
oprogramowanie i zostanie dla nich obliczone odchylenie standardowe.

[ompic Type: | STHD - Standard :
_ UNKN - Unknown ¥
1 le Name:  NKN - No Template Control Bample Name : (051 1
Replicate:  Sample Type Setup... Replicate: |
iU Quantity:/ | ocv04
Show Analysis fl Dye Layer: | FAM B Show Analysis B Dye Layer: [ FAM 3
2— ‘ ===
I 2 I 5 2 | 3 4 5
3= 3
B B

Ryc. 11/12: Przypisywanie wymaganych informacji do pozyciji na ptytkach.
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Aby wyznaczy¢é krzywg wzorcowg, do kazdej reakcji PCR nalezy uzywaé wszystkich
dostarczonych wzorcow ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) oraz wprowadzi¢ stezenia
(patrz 1. Spis tresci) dla kazdego wzorca w polu Quantity (llos¢) (patrz Ryc. 12). Jednakze
jest to mozliwe wytacznie, jesli wczesniej zdefiniowano pozycje zarezerwowane dla
wzorcow za pomocg menu Sample Type (Typ prébki).

8.6.2.4 Tworzenie profilu temperaturowego

W celu utworzenia profilu temperaturowego nalezy przej$¢ do menu Thermal Cycler Conditions
(Warunki termocyklera) na poziomie Setup (Konfiguracja). Wprowadzi¢ profil temperaturowy
swoisty dla wykrywania DNA wirusa CMV zgodnie z Ryc. 13. Upewni€ sie, ze objetos¢ reakcji
jest ustawiona na 50 pl. Ustawienia wstepne czaséw Ramp (Zmiana temperatury) i Auto
Increment (Przyrost automatyczny) pozostajg niezmienione (Ramp Time (Czas zmiany
temperatury): 0:00, Auto Increment (Przyrost automatyczny): 0,0°C; 0,0 sekund).

-Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat
95.0 95.0
10:00 0:15 1
S50 |
1:00
<[]

Auto Increment | Sample Yolume Show Data Collection I

5.7 o [ s0 w =2

I {7 Seconds

Ryc. 13: Tworzenie profilu temperaturowego.

Ponadto menu Thermal Cycler Conditions (Warunki termocyklera) zawiera opcje Show
Data Collection (Pokaz gromadzenie danych). Po wybraniu tej opcji zostanie otwarte okno
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przedstawione na Ryc. 14. Kazda zmiana temperatury oraz kazde plateau temperatury sg
oznaczone ikong Data Collection (Gromadzenie danych), ktéra wskazuje, ze na tym etapie
programu gromadzono dane. W celu wykluczenia niepotrzebnych pomiaréw fluorescenciji
nalezy usunaé wszystkie symbole z wyjgtkiem symbolu oznaczajgcego etap
Annealing (Hybrydyzacja) (Stage2/Step2 (Faza2/Etap2)). Zapewni to zminimalizowanie
catkowitego czasu trwania programu oraz ilosci danych.

Thermal Cycler Conditions=———————

Stagel Stage2
Repeat

[«[»]
Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp I

[ s0

L% -2

Ryc. 14: Gromadzenie danych.

8.6.2.5 Wazne ustawienia dodatkowe

W celu ustawienia czasu ekspozycji (wzbudzenie barwnikéw fluorescencyjnych) oraz wyboru
plikéw Pure Spectra/Background (Czyste widmo/tto) nalezy przej$¢ z poziomu Setup
(Konfiguracja) do poziomu Analysis (Analiza). Wybra¢ aktywng podpozycje Advanced Options
(Opcje zaawansowane), ktéra znajduje sie w menu Instrument (Aparat) pod obszarem
Diagnostics (Diagnostyka). Dostosowac ustawienia zgodnie z Ryc. 15. W wyniku inaktywaciji
opcjonalnej funkcji Spectra Components (Analysis) (Skladowe widma (Analiza)) rzeczywiste
pliki kalibracji przechowywane w pliku Spectra Components (Sktadowe widma) w momencie
wygenerowania danych sg automatycznie wykorzystywane podczas ponownej oceny

28 artus CMV TM PCR Kit — Instrukcja obstugi  11/2018



przeanalizowanych reakcji. W celu analizy poprzednich reakcji za pomocg nowo
wprowadzonych plikéw Spectra Components (Sktadowe widma) nalezy aktywowaé te dwa
pola. Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku wykonywania reakcji PCR za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit nalezy ustawi¢ barwnik ROX jako referencyjny barwnik pasywny
(Reference (Referencyjny)). Rownomierna dystrybucja barwnika ROX we wszystkich
przygotowanych reakcjach PCR danej serii poprzez wymieszanie mieszaniny CMV TM Master
gwarantuje rozpoznanie i obliczenie zmiennosci miedzy prébkami (réznice fluorescencji miedzy
wieloma przygotowanymi reakcjami PCR) za pomocg oprogramowania wykrywajgcego
sekwencje (normalizacja).

Uwaga: W przypadku uzywania 96-dotkowej ptytki reakcyjnej w potaczeniu z optycznymi
wieczkami adhezyjnymi lub optycznych probdwek reakcyjnych z optycznymi ptaskimi
zatyczkami czas ekspozycji wynosi dziesie¢ milisekund. W przypadku uzywania probéwek
reakcyjnych z wypuklymi zatyczkami nalezy zmieni¢ czas ekspozycji na 25 milisekund.

Advanced Options

—Yiewer
1 isplay mse in Multicomponent View

isplay best fit in Raw Spectra View
——Analysis: Spectra Components

2 Hjse background in “Spectra Components" folder

se pure spectra in "Spectra Components™ folder

——Miscellaneous

et 7700 Exposure Time for Plates | 4

3 se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint

[k JH-6

Ryc. 15: Wazne ustawienia dodatkowe (Advanced Options (Opcje zaawansowane)).
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8.6.2.6 Zapisywanie reakcji PCR

Zapisa¢ ustawienia (Setup (Konfiguracja)) jako szablon w celu wykorzystania go pozniej
w zmodyfikowanej lub niezmienionej formie. W tym celu nalezy zapisaé plik w formacie
Stationary File Format (Niezmienny format pliku). Przed uruchomieniem nowej reakcji PCR
nalezy ponownie zapisa¢ jg w formacie Normal File Format (Normalny format pliku), aby
zagwarantowac¢ zapisanie danych, ktére bedg zbierane podczas reakcji PCR.

8.6.2.7 Uruchamianie reakcji PCR

Uruchomi¢ reakcje PCR, wybierajgc opcje Run (Uruchom) z pozycji menu Instrument
(Aparat) lub klikajgc pole Run (Uruchom) na poziomie Analysis (Analiza).

8.6.3 Programowanie aparatu ABI PRISM 7900HT SDS

W celu wykrywania DNA wirusa CMV nalezy utworzy¢ profil w aparacie ABI PRISM 7900HT
SDS, wykonujac sze$¢ ponizszych krokéw (8.6.3.1 — 8.6.3.6). Cata specyfikacja odnosi sie do
oprogramowania ABI PRISM 7900HT SDS w wersji 2.1. Szczegdtowe informacje na temat
programowania aparatu ABI PRISM 7900HT SDS zawiera dokument ABI PRISM 7900HT
SDS — Podrecznik uzytkownika. Aby zwiekszyé przejrzystosé rycin, ustawienia
oprogramowania otoczono grubg, czarng ramka.

8.6.3.1 Ustawienia wstepne w celu utworzenia nowej reakcji PCR

Wybra¢ pozycje New (Nowy) z menu File (Plik) w aparacie ABI PRISM 7900HT SDS
i zaprogramowac¢ nastepujgce ustawienia wstepne dla nowego dokumentu (patrz Ryc. 16).
Szablon zapasowy (ABIPRISM SDS Template Document (Dokument szablonu
ABI PRISM SDS) [*.sdt]) jest dostepny na liscie Template (Szablon). Mozna go takze
wybraé za pomocg funkcji Browse (Przegladaj) (patrz 8.6.3.5 Zapisywanie reakcji PCR).
Potwierdzi¢ ustawienia wstepne (OK).

Uwaga: Zestawu artus CMV TM PCR Kit nie nalezy uzywa¢ w potgczeniu z ptytkg
w formacie 384-dotkowym systemu ABI PRISM 7900HT SDS.
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New Document [ X]

Assay: |Abso|ute Quantification (Standard Curve) Y I
Container: IQB Wells Clear Plate LI -1
Template: IBIankTempIate LI

Browse... |

Barcode: |

o Eol [ | ?

Ryc. 16: Ustawienia wstepne w celu utworzenia nowej reakcji PCR (New Document (Nowy dokument)).

8.6.3.2 Tworzenie/wybieranie detektoréw

Za pomocg podmenu Detector Manager (Menedzer detektoréw) wybranego z menu Tools
(Narzedzia) (lub: poziom Setup (Konfiguracja)/funkcja wyboru Add Detector (Dodaj
detektor)) przypisa¢ odpowiednie barwniki wykrywane przez detektor do pliku. W celu
wykrywania DNA wirusa CMV oraz kontroli wewnetrznej za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit nalezy zdefiniowa¢ barwniki reporterowe i wygaszajgce
wymienione w ponizszej tabeli:

Wykrywanie Reporter (Barwnik reporterowy) Quencher (Barwnik wygaszajgcy)
DNA wirusa CMV FAM Non Fluorescent (Niefluorescencyjny)
Kontrola wewnetrzna (CMV TM IC)  VIC Non Fluorescent (Niefluorescencyjny)

W celu utworzenia tych detektoréw nalezy wybra¢ opcje New (Nowy) (w lewym dolnym
rogu okna Detector Manager (Menedzer detektorow)).
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Add Detector [ %] Add Detector [ ¥]

Neme: [atuscMv Nere: [artus CWVIC
[Description: | artus CMV TM PCR Kit Descrigtion: | artus CMV TM PCR Kit
S 1
1 Reporter: [FAM | Repotter: iC 7]
GQuencher: [Non Fluorescent =] Guencher: [Non Fluorescent =]

2 I =1

Ryc. 17: Tworzenie detektora Ryc. 18: Tworzenie detektora swoistego
swoistego dla wirusa CMV dla kontroli wewnetrznej
(Detector Manager (Menedzer (Detector Manager (Menedzer
detektoréw)). detektorow)).

W celu wykrycia DNA wirusa CMV nalezy zdefiniowaé kombinacje barwnika
reporterowego/wygaszajgcego jako FAM/Non Fluorescent (FAM/Niefluorescencyjny)
w nowym oknie. W celu wykrycia kontroli wewnetrznej nalezy wybra¢ kombinacje VIC/Non
Fluorescent (VIC/Niefluorescencyjny) (co przedstawiono na Ryc. 17 i Ryc. 18). Po
potwierdzeniu danych wejsciowych (OK) nastepuje powrét do okna Detector
Manager(Menedzer detektoréw). Zaznaczy¢ nowo utworzone detektory i przenies¢ je do
poziomu Setup (Konfiguracja), klikajgc opcje Copy to Plate Document (Kopiuj do
dokumentu ptytki) (patrz Ryc. 19). Zamkng¢ okno (Done (Gotowe)).

X
Find: ;] l]
[ Reporter | Quencher [ color| Modification Date
FA_M Non I! luorescent - =
vIC Non Fluorescent 1
New... per I Ve s [ Import... I Export I I Copy To Plate Document I—— 2

Ryc. 19: Wybor detektorow (Detector Manager (Menedzer detektorow))
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8.6.3.3 Przypisywanie wymaganych informacji do pozycji na ptytkach

Po zamknigciu okna Detector Manager (Menedzer detektoréw) (Done (Gotowe)) detektory
wybrane zgodnie z 8.6.3.2 sg wymienione w tabeli na poziomie Setup (Konfiguracja)
(patrz Ryc. 20).

Setup | Instrument |

Wwell(s): B2 lj

Sample Name: I

Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color
X | artus CMY | FAM JStandard = 1E4)

Standard
NTC

Add Detector... L T
Passive Reference: [ROX || 2
I Omit Well(s)

Ryc. 20: Przypisywanie wymaganych informacji do pozycji na ptytkach.

Oznaczy¢ pozycje na ptytce, w ktorych bedzie wykrywane DNA wirusa CMV. Przypisac
wybrane detektory do tych pozycji, wigczajac opcje Use (Uzyj) dla obu detektoréw —
w polu pojawi sie symbol krzyzyka. W celu nazwania kazdej pojedynczej reakcji nalezy
wybra¢ odpowiednig pozycje na ptytce, a nastepnie wprowadzi¢ nazwe (Sample Name
(Nazwa probki)). Nalezy zauwazyé, ze przygotowane reakcje, ktdére majg takg samg nazwe
Sample Name (Nazwa prébki) oraz identyczne przypisane detektory, bedg identyfikowane
przez oprogramowanie jako powtdrzenia, a otrzymane dla nich wyniki oznaczonego
iloSciowo miana patogenu zostang usrednione. Nastepnie nalezy wybra¢ odpowiednig
funkcje (Task (Zadanie)) dla kazdego typu prébki zgodnie z ponizszg tabela:

T r6bki Funkcja (Task Stezenie Reporter (Barwnik  Quencher (Barwnik
ypp (Zadanie)) (Quantity (llos¢)) reporterowy) wygaszajacy)
. . Non Fluorescent
Prébka Unknown (Nieznana) — FAM (Niefluorescencyjny)
Non Fluorescent
Kontrola bez szablonu NTC - FAM

(Niefluorescencyjny)

Non Fluorescent

Standard (Wzorzec) Standard (Wzorzec) patrz 1. Spis tresci  FAM (Niefluorescencyjny)
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Aby wyznaczyé krzywg wzorcowg, do kazdej reakcji PCR nalezy uzywaé wszystkich
dostarczonych wzorcéw ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) oraz wprowadzi¢ stezenia
(patrz 1 Spis tresci) odpowiadajgce kazdemu wzorcowi (Quantity (llos¢)). Nalezy
zauwazy¢, ze w przypadku wykonywania reakcji PCR za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit nalezy ustawi¢ barwnik ROX jako referencyjny barwnik pasywny
(Passive Reference (Referencyjny pasywny)). Réwnomierna dystrybucja barwnika ROX
we wszystkich przygotowanych reakcjach PCR danej serii poprzez wymieszanie
mieszaniny CMV TM Master gwarantuje rozpoznanie i obliczenie zmiennosci miedzy
probkami (réznice fluorescencji miedzy wieloma przygotowanymi reakcjami PCR) za
pomoca oprogramowania wykrywajgcego sekwencje (normalizacja).

8.6.3.4 Tworzenie profilu temperaturowego

W celu utworzenia profilu temperaturowego nalezy przejs¢ z poziomu Setup (Konfiguracja)
do poziomu Instrument (Aparat) w oprogramowaniu. Wprowadzi¢ profil temperaturowy
obowigzujacy dla wykrywania DNA wirusa CMV zgodnie z Ryc. 21. Upewni¢ sie, ze
objetos¢ reakcji jest ustawiona na 50 pl. Opcja 9600 Emulation (Emulacja 9600) powinna
by¢ aktywna, a ustawienia wstepne czasu Ramp (Zmiana temperatury) oraz opcji Auto
Increment (Przyrost automatyczny) powinny pozosta¢ niezmienione (Ramp Time (Czas
zmiany temperatury): 0:00, Auto Increment (Przyrost automatyczny): 0,0°C; 0,0 sekund).

34 artus CMV TM PCR Kit — Instrukcja obstugi  11/2018



Setup  Instrument ]

I
Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto Increment | Rarmp Rate | Data Collection |
Stage 1 Stage 2
Repeats IE
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Add Hold | Add Step Delete Step I Sample Volume (uL): |50 2
Add Dissociation Stage |
[V 9600 Emulation = 3

Ryc. 21: Tworzenie profilu temperaturowego.

Ponadto poziom Instrument (Aparat) zawiera opcje Data Collection (Gromadzenie danych).
Po wybraniu tej opcji zostanie otwarte okno przedstawione na Ryc. 22. Kazda zmiana
temperatury oraz kazde plateau temperatury sg oznaczone ikong Data Collection
(Gromadzenie danych), ktéra wskazuje, ze na tym etapie programu gromadzono dane.
W celu wykluczenia niepotrzebnych pomiaréw fluorescencji nalezy usuna¢ wszystkie
symbole z wyjgtkiem symbolu oznaczajgcego etap Annealing (Hybrydyzacja)
(Stage2/Step2 (Faza2/Etap2)), klikajgc je. Zapewni to zminimalizowanie catkowitego czasu

trwania programu oraz ilosci danych.
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Setup Instrument I

Thermal Cycler Protocol

Thermal Promel Auto Incremerﬁl Ramp Rate Data Collection I

Stage 1 Stage 2
Repeats [E

950 950

550

A Cyole Lol siisien | | poesen | Sample Volume (uL): [50

[V 9600 Emulation

Ryc. 22: Gromadzenie danych.

8.6.3.5 Zapisywanie reakcji PCR

Zapisa¢ ustawienia (Setup (Konfiguracja)) jako szablon w celu wykorzystania go poézniej
w zmodyfikowanej lub niezmienionej formie. Po zapisaniu ustawien jako dokument ABI PRISM
SDS Template Document (Dokument szablonu ABI PRISM SDS) (".sdt) w katalogu Template
Directory (Katalog szablonéw) ([D:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates
utworzony przez firme Applied Biosystems) plik ten mozna wybra¢ bezposrednio w oknie New
Document (Nowy dokument) z listy Template (Szablon). Kopie przechowywane w innych
folderach mozna otworzyé za pomoca opcji Browse (Przegladaj). Przed uruchomieniem reakcji
PCR nalezy ponownie zapisa¢ jg jako dokument ABIPRISM SDS Document (Dokument
ABI PRISM SDS) (*.sds), aby zagwarantowac¢ zapisanie danych, kiére bedg zbierane podczas
reakcji PCR.

8.6.3.6 Uruchamianie reakcji PCR

Uruchomié¢ reakcje PCR, wybierajac opcje Start (Rozpocznij) z pozycji menu Instrument
(Aparat).
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9. Analiza danych

Podczas uruchamiania aparatow wymagana jest wazna kalibracja barwnikéw (Pure
Spectra Component File (Plik sktadowej — czyste widmo)) oraz tta (Background
Component File (Plik sktadowej — tto)). Te pliki sg wymagane do doktadnego obliczenia
wynikow w nastepujgcy sposob:

Wszystkie sygnaly zaktécajace generowane przez aparaty, ktére wptywajg na pomiar, sg
wykluczane przez oprogramowanie wykrywajgce sekwencje systeméw do wykrywania
sekwencji ABI PRISM przy uzyciu pliku Background Component File (Plik skladowej — tio).

Ponadto zaktécenia wystepuja podczas analiz uwzgledniajgcych wiele kolorow miedzy
widmami emisji poszczegélnych barwnikdéw fluorescencyjnych. Oprogramowanie aparatéw
ABI PRISM SDS kompensuje te zaktdcenia poprzez obliczenia wykonywane na podstawie
danych widma poszczegdlnych barwnikow zapisanych w pliku Pure Spectra Component File
(Plik sktadowej — czyste widmo). Oprogramowanie uzywa tego samego pliku do przypisania
danych fluorescencyjnych sktadajgcych sie na cate mierzalne widmo zarejestrowane przez
zaprogramowane detektory podczas reakcji PCR. Dane fluorescencyjne poszczegdinych
barwnikéw sg nastepnie dzielone przez wartos¢ otrzymang dla sygnatu pasywnego barwnika
referencyjpego (ROX) i w celu uwzglednienia zmiennosci miedzy probowkami (ré6znice
fluorescenciji migdzy wieloma przygotowanymi reakcjami PCR). Znormalizowane w ten sposob
sygnaty mozna nastepnie oceni¢ za pomocg wykresu Amplification Plot (Wykres amplifikacii).

Pliki kalibracji uzywane do oceny reakcji PCR sg automatycznie zapisywane przy
zapisaniu zakonczonej reakcji. Jesli nie sg zainstalowane zadne pliki kalibracji, nalezy je
utworzy¢ zgodnie z instrukcjami podanymi w dokumencie ABI PRISM SDS — Podrecznik
uzytkownika/Instrukcja obstugi.

Jesli w reakcji PCR jest zintegrowany wiecej niz jeden system artus TM PCR (nalezy
zwréci¢é uwage na profil temperaturowy), wyniki oznaczeh nalezy analizowac
oddzielnie. Prébki o takiej samej nazwie Sample Name (Nazwa probki) oraz
z identycznymi przypisanymi detektorami bedg automatycznie identyfikowane przez
oprogramowanie ABI PRISM 7000 i 7900HT SDS Software jako powt6rzenia, a otrzymane
dla nich wyniki zostang usrednione na podstawie oznaczonego ilosciowo miana patogenu.
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W celu analizy programéw oznaczen ilosciowych na aparatach ABI PRISM 7000 SDS

nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami podanymi w sekcji 8.4 Oznaczenie

ilosciowe oraz w uwagach technicznych dostepnych pod adresem www.giagen.com.

Jesli do reakcji PCR witgczono wiecej niz jeden system herpes artus, te rozne systemy

nalezy analizowa¢ osobno za pomocg odpowiednich wzorcéw ilosciowych. Nalezy

odpowiednio wybra¢ pozycje prébek do analizy.

Mozliwe sg nastepujace wyniki:

1.

Wykryto sygnat fluorescencyjny barwnika FAM.
Wynik analizy jest pozytywny: prébka zawiera DNA wirusa CMV.

W takim przypadku wykrycie sygnatu fluorescencyjnego barwnika VIC/JOE (kontrola
wewnetrzna) nie ma znaczenia, poniewaz wysokie wyjsciowe stezenie DNA wirusa
CMV (pozytywny sygnat barwnika FAM) moze prowadzi¢ do obnizenia sygnatu
fluorescencyjnego lub jego braku dla kontroli wewnetrznej (w mechanizmie
kompetycyjnym).

Nie wykryto sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM. W tym samym czasie pojawia
sie sygnat fluorescencyjny barwnika VIC/JOE z kontroli wewnetrznej.

W prébce nie wykryto DNA wirusa CMV. Wynik mozna uznaé za negatywny.

W przypadku negatywnego wyniku reakcji PCR pod katem wirusa CMV wykryty sygnat
kontroli wewnetrznej wyklucza zajscie potencjalnej inhibicji reakcji PCR.

Nie wykryto sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM ani barwnika VIC/JOE.

Wynik jest niejednoznaczny.

Informacje dotyczgce przyczyn bteddw i ich rozwigzywania mozna znalez¢ w czesci

10 Rozwigzywanie probleméw.
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Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR podano na Ryc. 23 /24 (ABI PRISM 7000
SDS), 25/ 26 (ABI PRISM 7700 SDS) i 27 / 28 (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Cycle Number
Ryc. 23: Wykrywanie wzorcéw ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1-4) poprzez pomiar

sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: kontrola
bez szablonu (kontrola negatywna).
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Ryc. 24:

Ryc. 25:
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Cycle Number

Wykrywanie kontroli wewnetrznej (IC) poprzez pomiar sygnatu fluorescencyjnego
barwnika VIC (ABIPRISM 7000 SDS) przy jednoczesnej amplifikacji wzorcow
ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: kontrola bez szablonu (kontrola
negatywna).
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Cycle
Wykrywanie wzorcéow ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1-4) poprzez pomiar

sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: kontrola
bez szablonu (kontrola negatywna).
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Ryc. 26: Wykrywanie kontroli wewnetrznej (IC) poprzez pomiar sygnatu fluorescencyjnego
barwnika JOE (ABIPRISM 7700 SDS) przy jednoczesnej amplifikacji wzorcow
ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: kontrola bez szablonu (kontrola

negatywna).
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Ryc. 27: Wykrywanie wzorcéw ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1-4) poprzez pomiar
sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: kontrola
bez szablonu (kontrola negatywna).
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Ryc. 28: Wykrywanie kontroli wewnetrznej (IC) poprzez pomiar sygnatu fluorescencyjnego
barwnika VIC (ABIPRISM 7900HT SDS) przy jednoczesnej amplifikacji wzorcow
ilosciowych (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4). NTC: kontrola bez szablonu (kontrola negatywna).

10. Rozwigzywanie problemow

Brak sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM dla kontroli pozytywnych (CMV LC/RG/TM
QS 1-4):

* Wybrany do analizy danych PCR barwnik nie spetnia wymagan protokotu.

= W celu analizy danych nalezy wybra¢ barwnik FAM dla analitycznej reakcji PCR pod
katem wirusa CMV oraz barwnik VIC/JOE dla kontroli wewnetrznej reakcji PCR.

* Ustawienia uzywane do analizy danych pod obszarem Options (Opcje) (Extension
Phase Data Extraction (Ekstrakcja danych fazy wydtuzania)) nie odpowiadajg
ustawieniom Data Collection (Gromadzenie danych) (dla aparatu ABI PRISM 7700
SDS patrz 8.6.2.4 Tworzenie profilu temperaturowego, dla aparatu ABI PRISM
7900HT SDS patrz 8.6.3.4 Tworzenie profilu temperaturowego).
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- Ponownie wykona¢ analize za pomoca reakcji PCR z poprawionymi ustawieniami,

a nastepnie powtdrzy¢ analize danych (Analysis (Analiza)).

Nieprawidiowe zaprogramowanie profilu temperaturowego systemu do wykrywania
sekwencji ABI PRISM.

= Poréwnac profil temperaturowy z protokotem (patrz 8.6 Programowanie  aparatu
ABI PRISM SDS).

Nieprawidtowa konfiguracja reakcji PCR.

- Sprawdzi¢ etapy procedury wedlug schematu pipetowania (patrz 8.5

Przygotowywanie reakcji PCR) i w razie potrzeby powtérzy¢ reakcje PCR.

Warunki przechowywania co najmniej jednego ze sktadnikow zestawu nie byty zgodne
z zaleceniami zawartymi w czesci 2. Przechowywanie lub uptynagt termin waznosci
zestawu artus CMV TM PCR Kit.

- Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta zestawu)

odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Staby sygnat lub brak sygnatu kontroli wewnetrznej negatywnej probki osocza

poddanej oczyszczeniu (QlAamp DSP Virus Kit) (sygnat fluorescencyjny barwnika

VIC/JOE, odchylenie przekraczajgce zakres wartosci Ct 25,3-31,3 (prog aparatu ABI
PRISM 7000: 0,2, dla aparatu ABIPRISM 7700 i aparatu 7900HT SDS: 0,2) przy

réwnoczesnym braku sygnatu fluorescencyjnego barwnika FAM dla reakcji PCR pod

katem wirusa CMV:

Warunki reakcji PCR nie sg zgodne z protokotem.

- Sprawdzi¢ warunki reakcji PCR (patrz wyzej) i, w razie potrzeby, powtorzyé PCR

z prawidtowymi parametrami.
Wystagpita inhibicja reakcji PCR.

- Upewnic sie, ze stosowana jest zalecana metoda izolacji (patrz 8.2 Izolacja

DNA) i Scisle przestrzegac instrukcji producenta.
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= Upewni¢ sie, ze podczas izolacji DNA wykonano zalecany krok dodatkowego
wirowania przed elucjg w celu usunigcia wszelkich pozostatosci etanolu (patrz 8.2
Izolacja DNA).

Podczas ekstrakcji utracono materiat DNA.

= Jedli do ekstrakcji dodano kontrole wewnetrzng, brak sygnatu z kontroli
wewnetrznej moze wskazywac na utrate DNA podczas ekstrakcji. Upewni¢ sie, ze
stosowana jest zalecana metoda izolacji (patrz 8.2 Izolacja DNA) i scisle
przestrzegac instrukcji producenta.

Warunki przechowywania co najmniej jednego ze sktadnikow zestawu nie byly zgodne
z zaleceniami zawartymi w czesci 2. Przechowywanie lub uptynagt termin waznosci
zestawu artus CMV TM PCR Kit.

- Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta zestawu)

odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Sygnat fluorescencyjny barwnika FAM uzyskany dla negatywnych kontroli podczas

analitycznej reakcji PCR:

Podczas przygotowywania reakcji PCR doszto do zanieczyszczenia prébki.

- Powtdrzy¢ reakcje PCR z nowymi odczynnikami w powtérzeniach.

= Jesli to mozliwe, zamkng¢ probowki PCR niezwtocznie po dodaniu probki badane;.
- Zawsze dodawac kontrole pozytywne za pomoca pipety jako ostatnie.

= Upewnic sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie odkazane.
Podczas ekstrakcji doszto do zanieczyszczenia.

- Powtérzy¢ ekstrakcji i reakcje PCR probki testowej, korzystajgc z nowych

odczynnikdéw.

- Upewnic sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie odkazane.
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W razie jakichkolwiek pytan lub napotkania probleméw nalezy skontaktowaé sie

z serwisem technicznym.

11. Parametry techniczne

11.1 Modut analityczny

Dla zestawu artus CMV TM PCR Kit oceniono analityczng granice wykrywalno$ci oraz
analityczng granice wykrywalno$ci uwzgledniajgcg stopieri oczyszczenia probki (granice
czutosci). Analityczng granice wykrywalnosci uwzgledniajacg stopien oczyszczenia prébki
wyznaczono za pomocg probek klinicznych pozytywnych wzgledem wirusa CMV
w potgczeniu z okreslong metodg ekstrakcji. Analityczng granice wykrywalnosci natomiast
wyznaczono nie korzystajagc z probek klinicznych i niezaleznie od wybranej metody
ekstrakgji, uzywajac DNA wirusa CMV w znanym stezeniu.

W celu okreslenia czutosci analitycznej zestawu artus CMV TM PCR Kit przygotowano
serig rozcienczen genomowego DNA wirusa CMV od stezenia 10 do stezenia nominalnego
0,00316 kopii wirusa CMV/pl, a nastepnie przeanalizowano w systemach do wykrywania
sekwencji ABIPRISM 7000, 7700 i 7900HT w pofgczeniu z zestawem
artus CMV TM PCR Kit. Testy dla wszystkich aparatdw wykonywano w trzech réznych
dniach w o$miu powtoérzeniach. Wyniki okreslono poprzez analize probitows.

Granica wykrywalnosci (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 kopii/pl
ABI PRISM 7700 SDS 0,20 kopii/pl
ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 kopii/pl

Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe prawdopodobienstwo, ze wirus zostanie wykryty
przy stezeniu 0,20 kopii/ul (ABI PRISM 7000 SDS), 0,20 kopii/ul (ABI PRISM 7700 SDS)
i 0,17 kopii/pl (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Czulosé¢ analityczna uwzgledniajgca stopien oczyszczenia probki (QlAamp DSP
Virus Kit) dla zestawu artus CMV TM PCR Kit wyznaczono za pomocg serii rozcienczen
materiatu wirusa CMV od stezenia 1000 do stezenia nominalnego 0,316 kopii wirusa
CMV/mI dodanych do prébek klinicznych osocza. Z prébek tych wyekstrahowano DNA za
pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit (objetos¢ probki do ekstrakcji: 0,5 ml, objetos¢
elucji: 70 pl). Kazde z o$miu rozcienczen przeanalizowano za pomocg aparatu ABI PRISM
7000, 7700 i 7900HT SDS przy uzyciu zestawu artus CMV TM PCR Kit w trzech réznych
dniach w osmiu powtérzeniach. Wyniki wyznaczono za pomocg analizy probitowej

i przedstawiono w ponizszej tabeli:

Granica wykrywalnosci (p = 0,05) uwzgledniajaca stopien oczyszczenia prébki

ABI PRISM 7000 SDS 64,2  kopii/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5  kopii/ml

ABI PRISM 7900HT SDS 53,5  kopii/ml

Graficzne przedstawienie dla aparatu ABI PRISM 7000 SDS znajduje sig na Ryc. 29.
Analityczna granica wykrywalnosci uwzgledniajgca stopien oczyszczenia probki
dla zestawuartus CMV TM PCR Kit wynosi 64,2 kopii/ml (p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje

95-procentowe prawdopodobienstwo wykrycia wirusa przy stezeniu 64,2 kopii/ml.
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Analiza probitowa: Wirus cytomegalii (ABlI PRISM 7000 SDS)

/i 1,80739 2 64,2 kopii/ml (95%)

stosunek
N

2 A 0 1 2 3 4
log (dawka)

Ryc. 29: Czutos¢ analityczna z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia prébki (QlAamp DSP
Virus Kit) zestawu artus CMV TM PCR Kit (ABI PRISM 7000 SDS).

11.2 Swoistosé

Swoisto$¢ zestawu artus CMV TM PCR Kit wynika przede wszystkim z doboru starteréw
i sond oraz z zachowania rygorystycznych warunkéw reakcji. Startery i sondy sprawdzono
za pomocg analizy porownawczej sekwencji pod katem mozliwego wystepowania
obszaréw homologicznych ze wszystkimi sekwencjami opublikowanymi w bankach genow.
W ten sposodb zapewniono wykrywalnos$¢ wszystkich odnosnych szczepow.

Ponadto swoistos¢ testu poddano walidacji za pomoca 100 réznych probek osocza
negatywnych wzgledem wirusa CMV. Nie generowaty one zadnego sygnatu ze swoistymi
dla CMV starterami i sondami, wchodzgcymi w sktad mieszaniny CMV TM Master.

W celu okreslenia swoistosci zestawu artus CMV TM PCR Kit grupe kontrolng wymieniong
w ponizszej tabeli (patrz Tabela 1) przetestowano pod katem reakcji krzyzowej. Zaden
z badanych patogendéw nie byt reaktywny. Nie zaobserwowano reakcji krzyzowej
w przypadku zakazen mieszanych.
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Tabela 1: Test swoistosci zestawu z patogenami mogacymi wywotac reakcje krzyzowa

Grupa kontrolna CMV (FAM) Kontrola wewnetrzna (VIC)
Ludzki herpeswirus typu 1 (wirus opryszczki pospolitej 1) - +
Ludzki herpeswirus typu 2 (wirus opryszczki pospolitej 2) - +
Ludzki herpeswirus typu 3 (wirus ospy wietrznej i _ +
pdipasca)

Ludzki herpeswirus typu 4 (wirus Epsteina-Barra) - i
Ludzki herpeswirus typu 6A - +
Ludzki herpeswirus typu 6B - i
Ludzki herpeswirus typu 7 - +
Ludzki herpeswirus typu 8 (wirus zwigzany z migsakiem _ +
Kaposiego)

Wirus zapalenia watroby typu A - +
Wirus zapalenia watroby typu B - +
Wirus zapalenia watroby typu C - +
Ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1 - +
Ludzki wirus biataczki z komérek T typu 1 - +
Ludzki wirus biataczki z komérek T typu 2 - +
Wirus Zachodniego Nilu - +
Enterowirus - i
Parwowirus B19 - +
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11.3 Precyzja

Dane precyzji zestawu artus CMV TM PCR Kit zebrano za pomocg aparatu ABI PRISM
7000 SDS. Na podstawie tych danych okre$lono catkowitg wariancje oznaczenia. Na
catkowitg wariancje sktada sie zmienno$¢ wewnatrz oznaczenia (zmiennos$¢ wynikéw dla
wielu prébek o tym samym stezeniu podczas jednego badania), zmienno$¢ pomiedzy
réznymi oznaczeniami (zmiennos¢ wynikow testow przeprowadzonych na réznych
aparatach tego samego typu przez r6znych operatoréw w obrebie jednego laboratorium)
oraz zmienno$¢ pomigdzy poszczegdlnymi partiami (zmienno$¢ wynikdw uzyskanych za
pomoca zestawdw z réznych partii). Uzyskane dane postuzyly do okreslenia odchylenia
standardowego, wariancji i wspétczynnika zmiennosci dla swoistego patogenowo badania

PCR z kontrolg wewnetrzng.

Dane precyzji zestawu artus CMV TM PCR Kit uzyskano z wykorzystaniem wzorca
ilosciowego o najnizszym stezeniu (QS 4; 10 kopii/ul). Test przeprowadzono w o$miu
powtdrzeniach. Dane precyzji obliczono na podstawie wartosci Ct krzywych amplifikacji
(Ct: cykl progowy, patrz Tabela 2). Ponadto dane precyzji dla wynikéw ilosciowych
w kopiach/ul zostaty wyznaczone z wykorzystaniem odpowiednich wartosci Ct (patrz
Tabela 3). W oparciu o te wyniki catkowity rozrzut statystyczny dla dowolnej probki
0 podanym powyzej stezeniu wynosi 1,06% (Ct) lub 12,93% (stez.) dla detekcji kontroli
wewnetrznej 1,14% (Ct). Powyzsze wartosci sg oparte na catosci wszystkich pojedynczych

wartosci o okreslonych zmiennos$ciach.
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Tabela 2: Dane precyzji na podstawie wartosci Ct.

Odchylenie standardowe Wariancja Wsp6tczynnik zmiennosci [%]

Zmienno$¢ wewnatrz oznaczenia:

0,10 0,01 0,33
CMV LC/RG/TM QS 4 ' '
Zmiennos$¢ wewnatrz oznaczenia:

0,12 0,01 0,50
Kontrola wewnetrzna
Zmiennos¢ pomigdzy oznaczeniami:

0,21 0,04 0,67
CMV LC/RG/TM QS 4
Zmiennos¢ pomigdzy oznaczeniami:

0,30 0,09 1,23
Kontrola wewnetrzna
Zmienno$¢  pomiedzy  testami
z réznych partii: 032 0.10 1,01
CMV LC/RG/TM QS 4
Zmiennos¢  pomiedzy testami
z réznych partii: 026 007 1,05
Kontrola wewnetrzna
Catkowita wariancja:

11 1,06

CMV LC/RG/TM QS 4 0.33 0.
Catkowita wariancja:

0,28 0,08 1,14

Kontrola wewnetrzna

Tabela 3: Dane precyzji na podstawie wynikéw ilosciowych (w kopiach/ul).

Odchylenie standardowe Wariancja Wsp6tczynnik zmiennosci [%]

Zmienno$¢ wewnatrz oznaczenia:
CMV LC/RG/TM QS 4 0,72 0,52 720
Zmiennos$¢ pomigdzy oznaczeniami:
CMV LC/RG/TM QS 4 1.25 1.57 1245
Zmienno$¢  pomiedzy  testami
z réznych partii: 153 233 15,10
CMV LC/RG/TM QS 4
Catkowita wariancja:

1,30 1,70 12,93

CMV LC/RG/TM QS 4
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11.4 Odpornosé

Weryfikacja odpornosci testu pozwala na wyznaczenie catkowitej czestosci niepowodzen
dla zestawu artus CMV TM PCR Kit. Do 100 probek osocza negatywnych wzgledem
wirusa CMV dodano DNA wirusa CMV do koncowego stezenia 170 kopii/ml (w przyblizeniu
trzykrotnos¢ stezenia dla granicy czutosci analitycznej). Po ekstrakcji za pomocg zestawu
QlAamp DSP Virus Kit (patrz 8.2 1zolacja DNA) prébki te przeanalizowano za pomocg
zestawu artus CMV TM PCR Kit. Dla wszystkich prébek zawierajgcych wirusa CMV
czestos¢ niepowodzen wyniosta 0%. Ponadto sprawdzono odpornos¢ kontroli
wewnetrznej, oczyszczajac i analizujgc 100 prébek osocza negatywnych wzgledem wirusa
CMV. Wynika z tego, ze odpornos¢ zestawu artus CMV TM PCR Kit wynosi >99%.

11.5 Odtwarzalnosé

Dane dot. odtwarzalnosci umozliwiajg regularng ocene dziatania zestawu
artus CMV TM PCR Kit, jak réwniez pordwnanie wydajnosci w stosunku do innych
produktow. Dane te uzyskuje sie, uczestniczgc w ustalonych programach badan biegtosci.

11.6 Ocena diagnostyczna

Zestaw artus CMV TM PCR Kit poddano ocenie w badaniu. 154 prébki kliniczne osocza
EDTA przeanalizowano retrospektywnie i prospektywnie, poréwnujgc zestaw
artus CMV TM PCR Kit z testem COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Wszystkie
prébki przeanalizowano uprzednio za pomocg testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR

uzywanego do rutynowej diagnostyki i otrzymano wyniki pozytywne lub negatywne.

Probki do badania zestawu artus CMV TM PCR Kit izolowano przez dodanie kontroli
wewnetrznej zestawu artus CMV TM PCR Kit za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit,
a nastepnie analizowano w aparacie ABIPRISM 7000 SDS. Probki do badania testu
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test izolowano i analizowano zgodnie z instrukcjami
producenta podanymi na ulotce dotgczonej do opakowania.
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Wszystkie 11 prébek, dla ktérych za pomoca testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
Test otrzymano wynik pozytywny, przebadano réwniez za pomocg zestawu
artus CMV TM PCR Kit. Wszystkie 125 prébek, dla ktérych za pomoca testu COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test otrzymano wynik negatywny, przebadano réwniez za
pomocyg zestawu artus CMV TM PCR Kit. Uzyskano 18 sprzecznych wynikéw. Wyniki
przedstawiono w tabeli Tabela 4.

Tabela 4: Wyniki walidacji poréwnawcze;j.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - tacznie
artus CMV + 11 18 29
TM PCR Kit
- 0 125 125

Jesli wyniki testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test zostang wziete pod uwage
jako punkt odniesienia, czuto$¢ diagnostyczna zestawu artus CMV TM PCR Kit dla

wszystkich probek wynosi 100%, a swoistos¢ diagnostyczna wynosi 87,4%.

Dalsze badania 18 probek, dla ktorych uzyskano niezgodne wyniki, potwierdzity wyniki
otrzymane za pomocg zestawow artus PCR Kit. Z tego wzgledu mozna zatozy¢, ze

rozbieznos¢ wynikow wynika z wyzszej czutosci zestawu artus CMV TM PCR Kit.
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12. Ograniczenia w zakresie stosowania
produktu

e Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostyki in vitro.

® Z produktu moze korzysta¢ jedynie personel odpowiednio poinstruowany
i przeszkolony w zakresie procedur diagnostycznych in vitro.

® W celu osiggniecia optymalnych wynikow reakcji PCR nalezy Scisle przestrzegac
instrukcji obstugi.
® Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na pudetku i etykietach

wszystkich sktadnikéw zestawu. Nie uzywac przeterminowanych sktadnikéw.

® Cho¢ wystepujg rzadko, mutacje w obrebie wysoce konserwatywnych rejonéw genomu
wirusowego, do ktérych przytaczajg sie startery i/lub sonda zestawu, mogg w takich
przypadkach by¢ przyczyna niedoszacowania miana wirusa lub niewykrycia obecnosci

wirusa. Wiarygodnos¢ i skuteczno$é oznaczenia sg regularnie weryfikowane.

13. Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki
(Safety Data Sheets, SDS). Sg one dostepne w Internecie w wygodnym, kompaktowym
formacie PDF pod adresem www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac,
wyswietlaé idrukowaé karty charakterystyki dla wszystkich zestawéw i sktadnikéw
zestawow firmy QIAGEN®.

Pozostatosci probek i odczynnikéw nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczacymi bezpieczenstwa.
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14.Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem kompleksowego zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN kazda seria
zestawu artus CMV TM PCR Kit jest testowana pod katem wstepnie ustalonych

specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej jakosci produktu.

15. Literatura

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect. 2004; 10
(3): 190 — 212.
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16. Objasnienie symboli

%

LOT

REF

MAT

W <N>

Qs

IC

Data waznosci

Kod partii

Producent

Numer katalogowy

Numer materiatu

Globalny numer jednostki handlowej

Zawiera odczynniki wystarczajgce do
przeprowadzenia <N> testow

Zakres temperatury

Wzorzec iloSciowy

Kontrola wewnetrzna
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17. Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.

artus® CMV TM PCR Kit (24) Na 24 reakcje: 2 mieszaniny Master, 4503163
4 wzorce ilosciowe, kontrola wewnetrzna,
woda (odpowiednia do PCR)

artus® CMV TM PCR Kit (96) Na 96 reakcji: 8 mieszanin Master, 4503165
4 wzorce ilosciowe, 2 kontrole
wewnetrzne, woda (odpowiednia do PCR)

QlAamp® DSP Virus Kit (50) Na 50 przygotowan: kolumny 60704
wiréwkowe QlAamp MinElute®, bufory,
odczynniki, probowki, przedtuzacze
kolumn i ztgcza VacConnectors

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wylgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegdlnych produktdw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu
QIAGEN s3 dostepne w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamdwi¢ w serwisie
lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Uwagi
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Historia zmian dokumentu

R4 Zaktualizowano dane dotyczgce dopuszczenia QC dla IC. Dodano sekcje Informacje
11/2018 dotyczgce zamawiania. Zaktualizowano uktad.

Umowa ograniczonej licencji dla zestawu artus CMV TM PCR Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejsza instrukcjg i wytacznie ze sktadnikami
znajdujacymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania elementéw niniejszego
zestawu z elementami nienalezgcymi do zestawu za wyjatkiem elementéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan
QIAGEN z mysla o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacii
przez firme QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw oséb trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone
licencje.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowa¢ ani odsprzedawac.
4. Firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sig nie podejmowaé dziatan, ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga
doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowaé przestrzeganie
zakazoéw niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu i ma prawo zazadaé zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw
sadowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wtasno$ci
intelektualnej w odniesieniu zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAamp®, artus® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applera Corporation); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics
GmbH); FAM™, GeneAmp®, JOE™, MicroAmp®, ROX™, VIC® (Life Technologies).

Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna
uwazac za niechronione przepisami prawa.

11/2018 HB-0069-006 1115297PL © 2018 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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